ORGANIS 



^^^^ 



IN MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCX 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification interna tionaie des brevets ^ : 
C12N 7/02, A61K 39A2, 39/145, 39/205 



Al 



(11) Num^ro de publication Internationale: WO 97/06243 
(43) Date de publication internationale: 20 fdvrier 1997 (20.02.97) 



(21) Num^ro de la demande internationale: PCrr/FR96/01064 

(22) Date de depot international: 8 juillet 1996 (08.07.96) 



(30) Donndes relatives & la priority : 

95/09851 10 aoQt 1995 (10.08.95) 



FR 



(71) D^posant (pour tous les Etats designes sauf US)i PASTEUR 

MERIEUX SERUMS ET VACCINS [FR/FR]; 58, avenue 
Leclerc, F-69007 Lyon (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/D^posants (US seulement): FANGET, Bernard 
[FR/FR]; La Vavre, F-69210 Saint-Gennain-sur-rArbresle 
(FR). FRANQON, Alain [FR/FR]; La Grand Croix» Brulli- 
oles, F-69690 Bessenay (FR). 

(74) Mandataire: KERNEIS. Danifele; Pasteur Merieux Scrums 
et Vaccins, Direction Propri6t6 Industrielle, 58, avenue 
Leclerc. F-69007 Lyon (FR). 



(81) Etats d^sign^s: AL, AM, AT, AU, AZ, BB. BG. BR, BY, CA, 
CH, CN, CZ, DE, DK, EE. ES, H. GB. GE, HU, IL, IS, JP, 
KE, KG. KP, KR. KZ, LK, LR, LS. LT. LU. LV. MD, MG. 
MK. MN. MW, MX. NO. NZ, PL, PT. RO, RU. SD, SE, 
SG. SI. SK, TJ. TM, TR, TT. UA. UG. US, UZ, VN, brevet 
ARIPO (KE, LS. MW, SD. SZ. UG), brevet eurasien (AM, 
AZ, BY, KG. KZ. MD. RU. TJ. TM). brevet europ6en (AT, 
BE. CH, DE, DK. ES. FI. FR. GB, GR, IE. IT. LU. MC. 
NL. PT. SE). brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG. CI. CM. GA, 
GN. ML. MR, NE. SN. TD. TG). 



Public 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) TiUe: METHOD FOR PURIFYING VIRUSES BY CHROMATOGRAPHY 

(54) Titre: PROCEDE DE PURIHCATION DE VIRUS PAR CHROMATOGRAPHIE 

(57) Abstract 

A method for purifying viruses from a cell line culture by chromatography, comprising an anion exchange chromatography step 
followed by a cation exchange chromatography step and optionally a metal-binding affinity chromatography step. The method is particularly 
suitable for producing viruses for use in vaccines. 

(57) AhT€gi 

L'invention a pour objet im proc6d^ de purification par chromatographie de virus obtenus par culture sur lign^s cellulaircs. Le proc6d6 
consiste a effecmer successivement une tftape de chromatographie dchangeuse d* anions puis une 6tape de chromatographie dchangeuse de 
cations, ainsi qu*6ventuellcment une dtape de chromatographie d'affinit^s par chelation mdtallique. Le proc€d€ est paiticuliferement bien 
adapts a Tobtention de virus pour la fabrication de vaccins. 
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PROCEDE DE PURIFICATION DE VIRUS PAR CHROMATOGRAPHIE 

^invention conceme le domaine de la purification de virus, et plus particulierement 
la purification de virus obtenus par cultures sur lignees cellulaires. 

5 

Les recoltes de virus obtenus a partir de cultures sur lignees cellulaires telles que les 
cellules Vero, contiennent non seulement les virus desires mais aussi des proteines et 
de I'ADN provenant des cellules de culture. Or, lorsque les virus sent destines a 
certains usages, tels que la fabrication de vaccins, il est indispensable qu'ils soient le 
10 plus purs possible. En effet, il existe des normes limitant a lOO.lO-^^g/dose vaccinale 
la quantite maximale autorisee d'ADN cellulaire dans les vaccins comprenant des 
produits obtenus a panir de lignees cellulaires continues et heteroploides. 

On connait dans I'art anterieur des precedes de purification de virus. Ainsi, le brevet 
15 US 4 664 912 divulgue notamment un procede de purification de virus de la rage par 
centrifugation de zone dans un gradient de sucrose. Un tel procede presente 
cependant Finconvenient d'etre difficilement automatisable ; en outre, il necessite une 
etape d'inactivation prealable qui peut entrainer entre le virus et TADN cellulaire des 
interactions rendant ensuite plus difficile Fetape d*elimination de cet ADN. 

20 

Cette reference divulgue egalement un procede de purification associant une etape de 
filtration sur gel et une etape de chromatographie echangeuse d'ions, Un tel procede 
de purification ne permet cependant pas d'obtenir une elimination maximale de 
I'ADN cellulaire. 

25 

Un but de Tinvention est done de proposer un nouveau procede de purification de 
virus a tres haut rendement et facilement automatisable. 

Un autre but de Tinvention est de proposer un procede de purification permettant 
30 d'obtenir des virus entiers, non degrades. 

Pour atteindre ces buts, invention a pour objet un procede de purification de virus 
obtenus a partir d'une culture sur lignee cellulaire, consistant a separer par 
chromatographie echangeuse d'ions les virus des proteines et ADN cellulaires 
35 provenant de la culture, caracterise en ce qu'il comprend au mo ins xme etape de 
chromatographie echangeuse d'anions et une etape de chromatographie echangeuse 
de cations. 
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Selon une caracteristique paniculiere du procede selon I'invention, I'etape de 
chromatographie echangeuse de cations est effectuee apres Tetape de 
chromatographie echangeuse d'anions. On obtient ainsi des rendements d'epuration 
optimises par rapport a I'inversion de I'ordre des etapes. 

5 

Selon un mode particulier de realisation, le procede selon invention comprend en 
outre une etape de chromatographie d'affmite par chelation metallique. Ainsi, les 
quantites d*ADN residuel sont \Taiment reduites au maximum. 

10 Selon un autre mode prefere de realisation, le procede selon Tinvention consiste en 
outre a effectuer toutes les Stapes de chromatographie a la meme valeur de pH. II est 
ainsi possible d*automatiser facilement le procede et d'en reduire notablement les 
couts, tout en maintenant son efficacite. 

1 5 L^invention sera mieux comprise a la lecture de la description detaillee qui va suivre. 

Les virus a purifier selon le procede de Tinvention sont des virus obtenus grace a des 
lignees cellulaires, notamment des lignees cellulaires continues et heteroploides et 
qui sont done susceptibles d'etre associes a des ADN cellulaires. II peut s'agir 
20 notanunent de virus rabiques, de virus de Tencephalite japonaise ou encore de virus 
de la grippe. Ces virus a purifier peuvent avoir ete obtenus par culture sur cellules 
Vero sur microsupports. II s'agit par exemple du virus rabique obtenu par culture 
ainsi que cela est decrit dans le brevet US 4 664 912. 

25 La recolte de virus est filtree puis traitee, selon invention, par chromatographie 
echangeuse d'anions et par chromatographie echangeuse de cations. 

La chromatographie echangeuse d'anions peut etre une chromatographie echangeuse 
d'anions faibles realisee par exemple au moyen de gel comportant le radical 

30 diethylaminoethyl : gel DEAE Spherodex commercialise par SEPRACOR, gel 
DEAE Sepharose commercialise par PHARMACIA, gel EMD DEAE commercialise 
par E. MERCK. On prefere, bien que cela ne soit pas habituel pour Telimination 
d'acides nucleiques, utiliser un echangeur d'anions forts tels que im des gels suivants : 
gel High Q commercialise par BIO-RAD, gel Q Sepharose commercialise par 

35 PHARMACIA, gel EMD TMAE commercialise par E. MERCK. 



BNSOOCiE): <WO..J570e24aA1JL> 



r 



wo 97/06243 PCT/FR96/01064 



Tous ces gels peuvent etre utilises en tampon TRIS ou en tampon phosphate. De 
fa9on avantageuse on utilise un gel qui permet une grande disponibilite du 
groupement cationique, tel que cela est le cas dans TEMD TMAE de E. MERCK qui 
possede des chaines de 15 a 25 unites de monomere suivant : 

5 

CH2=CHCONH(CH2)2N+(CH3)3 

De meme, selon le procede de Tinvention, Tetape de chromatographie echangeuse de 
cations est de preference realisee au moyen d*un gel permettant une grande 
10 accessibilite du groupement anionique, tel que cela est le cas dans TEMD SO3 
commercialite par E. MERCK, qui possede des chaines de 15 a 25 unites du 
monomere suivant : 

CH2=CHCONH-C(CH3)2CH2S03- 

15 

Ce gel peut egalement etre equilibre au moyen de tampon TRIS ou de tampon 
phosphate. 

Selon un mode prefere de Tinvention, on procede a la chromatographie echangeuse 
20 d'anions prealablement a la chromatographie echangeuse de cations, Teluat de la 
premiere chromatographie etant, apres dilution eventuelle, introduit directement dans 
la seconde colonne de chromatographie. Cet ordre d'operation permet d'obtenir une 
optimisation de I'elimination de I'ADN cellulaire. 

25 La suspension de virus obtenue par elution de la colonne de chromatographic 
echangeuse de cations presente im degre de purete deja satisfaisant vis-a-vis des 
normes etablies pour I'utilisation des virus dans la fabrication des vaccins. 

Cependant, selon un mode prefere de Tinvention, on adjoint au procede de 
30 purification decrit ci-dessus une etape supplementaire de chromatographic d'afifmite 

par chelation metallique, en utilisant par exemple Tion Ca^^ comme ion metallique. 

Cette chromatographie peut etre realisee en utilisant comme support de chelation un 

gel d'agarose, tel que le gel chelating Sepharose® FF commercialise par 

PHARMACIA, qui possede la structure suivante : 
35 OH OH ^CHj-COOH 

(Sepharose 6FF)-0-CH2-6h.CH2-0-(CH2)4-0-CH2-CH-CH2-N 

^CH2-COOH 



BNSDOCID: <WO_07DQ24aA1JL> 



wo 97/06243 



-4- 



PCT/FR96/01064 



Selon le procede de Tinvention, cette etape de chelation est realisee en ligne avec les 
2 etapes precedentes de chromatographie echangeuse d'ions, I'eluat de I'echangeur de 
cations etant introduit directement dans la colonne de chromatographie de chelation. 

5 Lors de cette etape, I'ADN cellulaire reste fixe alors que le virus traverse le gel sans 
etre retenu. 

Cette etape additionnelle permet de fixer encore au moins la moitie de I'ADN 
residue! qui est certes deja en tres faible quantite mais qui est en revanche, a ce stade, 
10 tres difficile a eliminer. 

La suspension de virus ainsi purifiee est diluee par un stabilisant puis inactivee selon 
toute methode connue dans Tart anterieur, par exemple a la Ppropiolactone, avant 
d'etre concentree et lyophilisee, pour etre ensuite melangee aux autres recoltes issues 
15 de la meme culture de cellules VERO et qui vont constituer un meme lot de 
fabrication. 

Les vaccins fabriques a partir de tels virus ont ete injectes a rhomme et ont ete tres 
bien toleres. On a, en outre, verifie leur activite protectrice chez Tanimal grace a un 
20 test effectue chez la souris dont les resultats ont ete positifs. 

De fa9on surprenante et tres avantageuse, selon Tinvention, il est possible de realiser 
Tensemble de la purification a temperature ambiante en ligne et toujours au meme 
pH, ce qui rend le procede simple, facilement automatisable et sur ; il est notamment 
25 possible de realiser I'ensemble du procede dans de bonnes conditions de sterilite. 

Grace a ce procede de purification, on obtient des virus entiers, non degrades dont les 
spicules sont visibles en microscopic electronique, avec un tres haut degre de purete. 

30 Exemple 1 

On prepare une colonne de chromatographie echangeuse d*anions en introduisant 
dans une colonne du gel EMD TMAE commercialise par E. MERCK dans laquelle 
on fait tout d'abord passer de la soude NaOH IM dans un but de desinfection. La 
35 colonne est ensuite equilibr^e en tampon TRIS 20mM a pH 7,5. 
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On prepare une colonne de chromatographic echangeuse de cations en introduisant 
dans une colonne du gel EMS SO3 commercialise par E. MERCK, dans laquelle on 
fait egalement passer de la soude 1 M puis du tampon TRIS 20mM a pH 7,5. 

5 On prepare une colonne de chromatographie d'affinite par chelation metallique en 
introduisant dans une colonne du gel chelating Sepharose® FF commercialise par 
PHARMACIA dans laquelle on fait passer de la soude IM puis de Teau, avant de la 
charger en CaCl2 a 3g/l ; on rince ensuite a Teau puis on fait passer du tampon TRIS 
20mM NaCl 0,5M a pH 7,5. 

10 

Exemple 2 

On filtre une recolte de virus rabiques cultives sur cellules VERO grace a une 
membrane dont le seuil de coupure est de 0,65jim puis une membrane dont le seuil 
15 de coupure est de 0,45 |im. 

Cette recolte est constituee par une suspension de virus dans du milieu de culture 
comprenant egalement de TADN cellulaire ainsi que des proteines provenant a la fois 
des cellules VERO et du milieu de culture. La recolte brute filtree est passee au 

20 travers de la colonne de chromatographie echangeuse d*anions preparee selon ce qui 
est decrit a Texemple 1 . La partie non fixee, contenant des proteines et de TADN est 
recueillie en sortie de la colonne a des fins de dosage. On rince la colonne par du 
tampon TRIS 20mM NaCl 0,1 M a pH 7,5 puis on elue les virus qui se sont fixes en 
faisant passer dans la colonne du tampon TRIS 20 mM NaCl 0,4 M a pH 7,5 jusqu'a 

25 ce que le pic caracteristique des virus soit passe. Ueluat de la premiere colonne est 
dilue au 1/4 en ligne par du tampon TRIS 20mM a pH 7,5 avant d'etre introduit dans 
la colonne de chromatographie echangeuse de cations preparee selon I'exemple L 

La partie non fixee de cette seconde colonne est recueillie a des fins de dosage. 
30 Lorsque tout Teluat de la premiere colonne contenant du virus est passe au travers de 
la seconde colonne, on la rince avec du tampon TRIS 20mM NaCl 0,1 M a pH 7,5 
puis on procede a Felution des virus fixes en faisant passer du tampon TRIS 20mM 
NaCl 0,5M a pH 7,5 jusqu'a ce que le pic caracteristique des virus soit passe. 

35 L'eluat de cette seconde colonne est introduit directement, sans dilution, dans la 
colonne de chromatographie d'affmite par chelation metallique preparee selon 
I'exemple 1 . Cette fois, I'ADN se complexe aux ions Ca**-*^ presents dans la colonne 
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alors que le virus traverse la colonne et est recueilli en sortie pour etre associe a un 
stabilisant et inactive. L'ADN complexe aux ions Ca^ est elue par passage dans la 
colonne d'une solution EDTA SOmM. 

Les colonnes de chromatographic echangeuses d'ions sont regenerees par passage de 
tampon TRIS 20mM NaCl IM a pH 7,5 et desinfectees par de la soude IM, avant 
d'etre utilisees pour I'epuration des autres recoltes provenant de la meme culture qui 
vont toutes etre reunies pour constituer un seul lot de fabrication. 



10 Exemole 3 

On dose pour chaque recolte, apr^s chaque etape de chromatographic, les quantites 
de proteines et d'ADN cellulaires epurees. 

15 Les proteines totales sont dosees grace a la methode de Lowry et I'ADN total au 
moyen de I'appareil THRESHOLD de MOLECULAR DEVICE. 



Les resultats obtenus en faisant une moyenne des rendements par etapes pour chaque 
recolte de la culture, exprimes en pourcentage residuel pour chacune des etapes du 
procede d'epuration, sont les suivants : 



20 



25 



Rendement (%) 


ADN total 


Proteines Totales 


Colonne echangeuse d'anions 


0,02 


0,056 


Colonne echangeuse de cations 


27 


25 


Colonne d'affmite par chelation 
metallique 


80 





30 



Globalement, grace au precede d'epuration selon I'invention, il ne reste plus que 
0,004% de I'ADN cellulaire et 1,4 % des protdines presents dans les recoltes brutes. 

L'epuration realisee est done completement satisfaisante. 

On verifie en outre I'infectivite des virus obtenus a chaque etape, grace a une mesure 
de leur litre infectieux en DICC 50 et a une observation au microscope electronique. 
On remarque que I'integrite du virus est bien conservee tout au long du procede. 
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Lorsque les virus ainsi produits sont utilises dans la fabrication de vaccins centre la 
rage, il est possible de realiser des doses ne contenant pas plus de 30 a 40.10-'2g 
d'ADN cellulaire par dose, soit une quantite nettement inferieure a la norme qui est 
de 100.10-'2g. 
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Revendications 

1. Procede de purification de virus obtenus a partir d'une culture cellulaire consistant 
a separer les virus des proteines et ADN cellulaires provenant de la culture par 

5 chromatographic echangeuse d'ions, caracterisee en ce qu'il comprend au moins 
una etape de chromatographie echangeuse d'anions ainsi qu'une etape de 
chromatographic echangeuse de cations. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les anions sont des anions 
10 forts. 

3. Procede selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que les cations 
sont des cations forts. 

15 4. Procede selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que I'echange 
de cations est realise apres I'echange d'anions. 

5. Procede selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il comprend 
en outre une etape de chromatographie d'affinite par chelation metallique. 

20 

6. Procede selon la revendication precedente, caracterise en ce que la chelation 
metallique est realisee au moyen d'ions calcium. 

7. Procede selon une des revendications precedentes. caracterise en ce que les virus a 
25 purifier sont obtenus par cultures sur lignees cellulaires continues et heteroploides. 

8. Procede selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que les virus a 
purifier sont obtenus par cultures sur cellules VERO. 

30 9. Procede selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que les virus a 
purifier sont des virus rabiques. 

10. Procede selon une des revendications 1 a 9, caracterise en ce que les virus a 
purifier sont des virus de I'encephalite japonaise. 

35 

11. Procede selon une des revendications 1 a 9, caracterise en ce que les virus a 
purifier sont des virus de la grippe. 
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12. Precede selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu*il consiste a 
effectuer toutes les etapes de chromatographie a la meme valeur de pH. 

13. Precede selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il s*agit d'un 
5 procede en ligne. 

14. Procede selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est realise 
a temperature ambiante. 

0 15. Procede selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu*il est realise 
dans des conditions steriles. 
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